三次元オルガノイド培養システムを応用した大腸癌特異的なエクソソーム内マイクロRNAの同定 by 永井 博
三次元オルガノイド培養システムを応用した大腸癌
特異的なエクソソーム内マイクロRNAの同定
著者 永井 博
学位授与機関 Tohoku University
学位授与番号 11301甲第18530号
URL http://hdl.handle.net/10097/00126051
1 
 
 
博士論文 
 
 
  
三次元オルガノイド培養システムを応用した 
大腸癌特異的なエクソソーム内マイクロ RNAの同定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
東北大学大学院医学系研究科医科学専攻 
内科病態学講座 消化器病態学分野 
永井 博 
2 
 
略語一覧 
CBC crypt base columnar  
CRA colorectal adenoma 
CRC colorectal cancer 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
ECM extracellular matrix 
EV exosome vesicles 
FC fold change 
H-E Hematoxylin-Eosin 
miRNA microRNA 
N.S. not significant 
PBS Phosphate buffered saline 
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1. 要約 
【背景】マイクロ RNA（miRNA）は細胞内で遺伝子発現を調整し大腸癌の発癌機構や微
小環境の維持に重要な役割を担っていることが報告されている。近年、miRNA はエク
ソソームと称される脂質二重膜を有する細胞外小胞に保護された状態で細胞外へ分
泌され、細胞間の情報伝達に寄与することが明らかとなってきた。私は、大腸癌が進
行する過程で細胞内 miRNAのみならず細胞外に分泌するエクソソーム内 miRNAにも変
化をきたし、周囲の微小環境に何らかの影響を与えると仮定した。この仮説を、近年
確立された三次元オルガノイド培養システムを用いて様々な進行度の大腸腫瘍を in 
vitroで長期培養することで検証した。 
【目的】大腸腫瘍の浸潤に伴い変動するエクソソーム内 miRNAを明らかにし、微小環
境への関与を明らかにする。 
【方法】大腸腫瘍からオルガノイドを作成し、Hematoxylin-Eosin (H-E)染色で分化
傾向を確認した。オルガノイドの培養上清から超遠心によりエクソソームを分離した。
オルガノイドの細胞内及びエクソソームから miRNA を抽出し、マイクロアレイによる
網羅的発現解析を行った。変動を認めた miRNAに関して検体数を追加しリアルタイム
PCRによる validationを行った。複数の大腸癌細胞株(SW480と HT-29)に miR-1246を
強制発現及び抑制し細胞増殖能を MTSアッセイで評価した。 
【結果】腺腫由来オルガノイド 8 例、癌由来オルガノイドを 6 例作製した。H-E 染色
により腸管上皮様の構造物が確認できた。超遠心で得られたエクソソーム分画は電子
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顕微鏡で膜構造を有する約 100nmの小胞を観察し、ナノ粒子解析装置では約 100nmに
最頻値を認め、ウエスタンブロットで CD9、CD63 陽性を確認し得た。腺腫 3検体及び
癌 3検体に関して miRNA 網羅的発現解析を行い、癌群において細胞内 miRNA では 4個
の miRNAの発現亢進、10 個の miRNAの発現減少を認めた。エクソソーム内 miRNAでは
3個の miRNAの発現亢進、12個の miRNAの発現減少を認めた。細胞内とエクソソーム
で共通して miR-1246、miR-7107-5pの発現が亢進していた。エクソソーム内 miRNAに
関して、腺腫 8、癌 6検体で行ったリアルタイム PCR による validationでは癌群にお
いて miR-1246 のみが有意差をもって発現亢進していた。大腸癌細胞株（SW480、HT-
29）に miR-1246 mimicを遺伝子導入したところ細胞増殖能が有意に亢進した。 
【結論】 三次元オルガノイド培養システムを用いて大腸癌オルガノイドのエクソソ
ームを分離した。細胞内 miRNA 及びエクソソーム内 miRNA は大腸腺腫/癌間で異なる
プロファイルを示した。大腸癌は腺腫と比較しエクソソーム内 miR-1246 の発現が亢
進しており、miR-1246は大腸癌の増殖に関わることが示唆された。 
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2.背景 
大腸癌は我が国において近年徐々に罹患数、死亡数ともに上昇しており、制圧の
ために発癌メカニズムの解明が期待されている。実験における大腸癌モデルとして
大腸癌細胞の in vitroでの長期培養が試みられてきたが、長らく一部の cell line
でしか成功していなかった。1971年から 1975年にかけて 163人の大腸癌検体から
cell lineの樹立が成功したのは 11例だけである 1)。これは、癌細胞の長期培養に
必須である癌幹細胞を維持する手法が未確立だった為である。 
腸管上皮における正常幹細胞、癌幹細胞の研究が進んだ結果、ヒト由来の大腸癌
組織を長期培養する手法が確立された。腸管上皮には陰窩底部に腸管上皮幹細胞
（Crypt Base Columnar cell; CBC 細胞）が存在し、自己増殖と分化を繰り返すこと
で腸管上皮の恒常性を維持している。CBC細胞は幹細胞性の維持のため周辺の組織か
ら微小環境因子（ニッチ）の供給を受けており、このニッチを培地に付加し三次元
培養を行うことで、ヒト正常大腸組織から分離した CBC細胞は自己複製と同時に分
化組織を供給し、腸管上皮様の構造（オルガノイド）を取ることが報告された 2)。
腺腫や癌においても前述の手法でオルガノイドを in vitroで培養することが可能と
なった 3)。2016年には様々な進行度のヒト大腸癌組織から樹立したオルガノイドに
対し、培地からニッチを一つずつ取り除くことでニッチ要求性を検討したところ、
腫瘍の進行に従いニッチ要求性が低下する傾向にあることが報告された 4)。また、
遺伝子変異を導入した人工変異オルガノイドの樹立により、Driver遺伝子変異導入
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後にニッチ要求性が低下することも報告された 5, 6)。この報告の中で正常組織由来人
工変異オルガノイドはマウスにおいて腫瘍形成能を示したが、転移能は示さなかっ
た一方、染色体不安定性腺腫由来人工変異オルガノイドは腫瘍形成能に加えて転移
能を獲得したことから、大腸癌の浸潤能、転移能獲得には Driver遺伝子変異によら
ないエピゲノム上の変化が重要であると述べられている 5)。 
幹細胞が分化を開始するプロセスの制御において、エピゲノムとしての microRNA
（miRNA）の関与が指摘されている 7)。miRNA は 20～25塩基前後の短い一本鎖 RNAで、
それ自体は蛋白質に翻訳されないが、不完全な相同性をもって標的 messenger RNAに
結合することで遺伝子発現を調整している。大腸癌幹細胞においても分化した細胞集
団と比較して miRNAプロファイルが異なることが多数報告されており 8)、オルガノイ
ド維持に必要なニッチのシグナル経路である Wntなども miRNAによる制御を受けてい
ると考えられている。miRNA はまた細胞内のシグナルのみならず、細胞外へ分泌され
て他の細胞に取り込まれることで遺伝子発現を調整することがわかってきた。 
一方で、細胞間における情報伝達のメカニズムとしてエクソソームが近年注目を浴
びている。エクソソームは直径 40-100nm の脂質二重膜を有する細胞外小胞であり、
内包する蛋白や核酸を介して細胞外液や血液中を移動し細胞間のコミュニケーショ
ンに寄与する 9-11)。大腸癌領域においてもエクソソームの役割が報告されている。細
胞より分泌されたエクソソームは細胞外液や血液中を循環し、内包している蛋白質や
miRNA などを介して細胞間の情報伝達に寄与する。大腸癌領域においても、大腸癌細
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胞株から分泌されたエクソソームは線維芽細胞に作用し SMA (Smooth muscle actin)
の発現を亢進させること 12)、エクソソーム内 miR-210が転移性腫瘍の接着に関与する
こと 13)、エクソソーム表面の膜タンパクが臓器特異的転移に寄与すること 14)などが
報告されている。特に注目されているのがエクソソーム内 miRNA である。miRNA は細
胞内で標的 mRNAの発現を制御するもの（細胞内 miRNA）と、エクソソームに内包され
細胞外に分泌され、その細胞とは別の細胞の遺伝子発現を調整するもの（エクソソー
ム内 miRNA）が存在し、両者を比較した研究においては必ずしも共通しないことが示
されている 11)。これまで述べた miRNA の研究は主に細胞内 miRNA を評価しているた
め、エクソソーム内 miRNA を解析することで新たなメカニズム解明の端緒となる可能
性が挙げられる。 
前述のように、癌細胞の生存、周囲環境の形成にエクソソームは重要な役割をきた
していることが示唆されているが、癌形成初期の段階でエクソソームの機能変化に関
する詳細なメカニズムはいまだ不明な点が多い。その理由のひとつに、エクソソーム
研究上の問題点が存在している。組織からエクソソームを抽出するには in vitro の
長期培養が必要である。そのため、従来のエクソソーム内 miRNA の報告は主に cell 
line や初代培養の培養上清が用いられていた。既存の cell line は分離の過程でニ
ッチ要求性が低下した細胞が選別されていると考えられるので、癌の進行過程でのエ
クソソームと微小環境の関与を検証することは困難である。初代培養は細胞数が少な
いことや、長期培養が不可能であり再現性をもった安定的なエクソソームの抽出は困
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難である。上記理由から、大腸腺腫や早期癌からエクソソームを抽出した報告はなく、
癌の形成初期の過程でエクソソームがどの様な質的変化を来しているかの解析が困
難であった。 
私は大腸癌が進行する過程で、細胞内 miRNAのみならず、細胞外に分泌するエクソ
ソーム内 miRNAにも変化をきたし、周囲の微小環境に何らかの影響を与えるとの仮説
を立てた。そのため、本研究では、大腸癌の三次元オルガノイド培養を用いて、様々
な進行度の大腸癌オルガノイドからエクソソームを抽出し、エクソソーム内 miRNAの
プロファイルを解析した。 
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3.目的 
 大腸腫瘍の浸潤に伴い変動するエクソソーム内 miRNAを明らかにすること。 
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4.研究方法 
 本研究は、①異なる進行度の大腸腫瘍から三次元オルガノイド培養を作成し、培養
上清からエクソソームを抽出する。②オルガノイドの細胞内 miRNA及びエクソソーム
内 miRNA を抽出しマイクロアレイによる網羅的発現解析を行う。③検体数を追加し、
変動を認めた miRNA の発現をリアルタイム PCR で確認する。④発現に変動を認めた
miRNA の強制発現及び抑制系を作製し、大腸癌細胞の増殖能を評価する、の 4 点から
なる。 
 
4.1 組織サンプルとオルガノイド培養法 
 検体は 2016年 6月から 2018年 3月までに東北大学病院で大腸腫瘍に対して、内視
鏡的粘膜下層切除術を施行した 11 症例及び外科的切除を施行した 3 症例より得た。
本研究は、東北大学医学系研究科倫理委員会の承認（受付番号：2015-4-011）を得て
行った。ESD標本からの検体の採取の際は、深達度を含む病理診断に影響しないよう、
標本を拡大鏡観察下で十分に観察し、診断に影響を与えない部位を選択し、通常内視
鏡時にも使用する生検鉗子を用いて腫瘍表面からの生検にとどめた。大腸腫瘍は国際
的分類である Vienna分類 15)に従い Category 3 及び 4を腺腫、Category 5を癌と定
義した。オルガノイドの樹立は過去の報告 16)に準じた。標本より生検鉗子を用いて 2-
3mm の小組織片を採取した。10 回程度 cold D-PBS で洗浄し混入物を除去した後、
Liberase TH grade（Roche diagnostics, Basel, Switzerland）を用いて組織を融解
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し細胞ペレットを作製した。細胞外マトリックス(Extra Cellular Matrix; ECM)であ
る BD Matrigel™ (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)に細胞ペレットを
内包後、ニッチ因子を加えた基礎培地を付加した。基礎培地として Advanced DMEM 
(Dulbecco's modified eagle's medium)/F12 (Gibco, Grand Island, NY, USA)に
Penicillin-streptomycin (Gibco)、GlutaMAX™ Supplement (Gibco)、HEPES (Gibco)、
Gastrin I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)、B-27 Supplement (Gibco)を付加
したものを作製した。付加したニッチ因子は 500µg/mL recombinant human EGF 
(Gibco), 100µg/mL recombinant murine Noggin (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA)、 
500µM A83-01 (和光純薬工業、大阪)、300mM  SB202190 (Cayman Chemical, Ann Arbor, 
MI, USA)である。上清は 2-3日おきに交換し、1-2週間でコンフルエントに到達した
オルガノイドは継代を行った。プレパラート作成時はセルリカバリーソリューション
(Becton-Dickinson)で ECMを除去し、iPGell （Genostaff、東京）でゼリー状に凝固
させ 4%パラホルムアルデヒドで一晩固定した。固定後にパラフィンブロックに包埋
し、ミクロトームで剥離切片を作成、Hematoxylin-Eosin (H-E)で染色を行った。 
 
4.2 エクソソーム分画の抽出 
24 well プレートを用いて、1 well あたり 1.0×10⁵個となるよう細胞数を調整し
ECM に内包した。細胞培養上清を 2 日おきに交換し、3 回目に交換した細胞培養上清
を回収した。300g×10分、2,000g×30分、4℃で遠心し細胞片を除去し、上清を 0.2µm
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のフィルターで濾過した上で 100,000g×70分、4℃で超遠心を行った。上清を破棄し、
ペレットを D-PBSで洗浄後、再度 100,000g×70分、4℃で超遠心を行った。超遠心機
は CP80WX（日立工機、東京）を使用した。ペレットを 100µLの D-PBSに溶解し、使用
するまで-80℃ディープフリーザーで保存した。 
 
4.3 電子顕微鏡観察 
4.2 で得られたエクソソーム分画液を使用し樹脂包埋超薄切法で試料を作成した。
細胞は 2%グルタールアルデヒド/0.1Mリン酸緩衝液で前固定後、2%四酸化オスミウム
水溶液で 2 時間後固定した。50%エタノールで脱水を行い 60℃のエポキシ樹脂で包埋
した。得られた資料から 80-90 nm の薄切切片を作成し、酢酸ウラニル、鉛染色液に
て二重染色し、透過型電子顕微鏡 Hitachi H-7600 （日立ハイテクノロジーズ、東京）
を用いて観察した。 
 
4.4 ナノ粒子解析システム 
ナノサイト NS500 (Nanosight, Salisbury, United Kingdom)を使用し、エクソソ
ーム分画液中のナノ粒子のブラウン運動を観察し、粒子径と個数の粒度分布を測定し
た。測定は計 3回行い平均値を採用した。 
 
4.5 RNA 抽出と miRNA 網羅的アレイ解析 
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 RNAの抽出には miRNAeasy Mini kit（Qiagen, Hilden, Germany）を用い、製品の
プロトコルに従った。オルガノイドから RNAを抽出する際は、培地をアスピレーター
で取り除き、ECM をセルリカバリーソリューションで処理した後遠心で細胞ペレット
を作成した。エクソソームから RNAを抽出する際は D-PBSに溶解した状態で処理を行
った。以後、前者から得られたものを細胞内 miRNA、後者から得られたものをエクソ
ソーム内 miRNAと定義した。RNAの Quality Check には Bioanalyzer 2100 (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, USA)及び RNA 6000 pico kit を使用した。細胞内
RNAは RIN (RNA Integrity Number) 8.0以上のものを使用した。エクソソーム RNAは
リボソーム RNAの混入がないことを確認した。SurePrint G3 Human miRNA マイクロ
アレイキット 8×60K (バージョン Human_miRNA_V21.0)(Agilent Technologies)を
使用し miRNA 網羅的アレイ解析を行った。エクソソームから回収した各 2ng、細胞内
から回収した各 100ngの Total RNA を用いて Low Input Quick Amp Labeling Kit お
よび RNA Spike in kit (1 色用)によりラベリングを行った。プローブは Agilent社
推奨のプロトコルに従ってハイブリダイゼーション、洗浄を行い、Agilent SureScan 
G4900DA を使用してスキャンを行った。スキャン結果の数値化には Feature 
Extraction Version 11.5.1.1 を用い、Agilent GeneSpring software Version 14.9
を用いて解析を行った。|log2 Fold Change (FC)|>1を発現亢進または低下と定義し
た。 
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4.6 リアルタイム PCR 
 エクソソームより抽出された miRNA は TaqMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis 
Kit（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて universal RT primer
による逆転写、pre-amplificationを行い cDNA libraryを作製した。TaqMan™ Advanced 
miRNA Assays (Applied Biosystems）と StepOnePlus™リアルタイム PCR システム
(Applied Biosystems)を用いてリアルタイム PCR を行った。用いたプローブは、hsa-
miR-1246 (477881_mir)、hsa-miR-7107-5p (480541_mir)、hsa-miR-8485 (480931_mir)、
hsa-miR-5100 (480099_mir) 、 hsa-miR-1273g-3p (479561_mir) 、 hsa-miR-4286 
(478096_mir)、hsa-miR-4649-3p (479882_mir)である。マイクロアレイの結果、6サ
ンプル全てにおいて発現しておりかつ有意差の見られなかった miRNA のうち、miR-
4649-3p を内在性コントロールとした。反応条件は holding stage; 95℃ 20 秒、
cycling stage; 95℃ 1秒、60℃ 20秒を 40サイクルとし融解曲線で増幅産物の妥当
性を確認した。増幅産物の分析は Comparative Ct 法を用いた。データは独立した 3
回の解析が行われた。 
 
4.7 蛋白抽出とウエスタンブロッティング 
エクソソーム分画液は Micro BCA™ Protein Assay kit で蛋白濃度を測定した。Any 
kD™ ミニプロティアン® TGX™ プレキャストゲル(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)にエ
クソソーム蛋白を 500ng/レーンとなるようにアプライし、100V、30mA で電気泳動を
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行った。次に氷上で 100V、350mAの条件で 1時間かけて polyvinylidene difluoride 
(PVDF) membrane (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)に蛋白を転写した。PVDF 
membraneを Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS-T)と blocking agent (GE 
Healthcare)で 4℃の条件下に一晩インキュベートした後、一次抗体の CD9 (Santa 
Cruz, Dallas, TX, USA)もしくは CD63 (Becton-Dickinson)で 1時間インキュベート
を行った。その後 Horseradish peroxidase (HRP)標識二次抗体で 1 時間インキュベ
ートし、ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare)と反応
後、Molecular Imager VersaDoc™ MP 5000 System (Bio-Rad）を用いてバンドを検出
した。蛋白量発現の解析は Image Lab™ software を使用した。 
 
4.8 培養細胞とトランスフェクション 
ヒト大腸癌培養細胞株 SW480 細胞、HT-29 細胞、HCT116 細胞、LoVo 細胞は
ATCC(American Type Culture Collection)から入手した。10% ウシ胎児血清(Gibco)
を添加した DMEM培地 (和光純薬工業)にて培養した。3-4 日毎に培地を交換、1×105
個/mLの細胞濃度で継代し、37℃、5%炭酸ガス気相下で培養を行った。 
各大腸癌細胞株における miRNAの機能解析を行うため、過剰発現系及び抑制系を作
製した。過剰発現系の検討では miRNA mimicを、抑制系では miRNA inhibitor を使用
した。RNA oligonucleotides は mirVana™ miR-1246 mimic (MC13182)、miR-1246 
inhibitor（MH13182）、及び Mimic/Inhibitor Negative Control #1 (Ambion, Austin, 
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TX, USA)を用いた。トランスフェクションは Lipofectamine™ RNAiMAX Transfection 
Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用い、プロトコルに従い SW480 細胞、
HT-29 細胞に導入した。トランスフェクション後の各大腸癌細胞株の miR-1246 発現
を再度前述の条件下にリアルタイム PCRで測定し導入効率を検討した。 
 
4.9 細胞生存率の検討 
細胞生存率の検討は、MTS Cell Proliferation Colorimetric Assay Kit (BioVision, 
Mountain View, CA, USA) を用い、製品のプロトコルに従った。SW480細胞、HT-29細
胞を 96 wellプレートに 1 wellあたり細胞数 2.0×103個に調整し 24時間培養した。
次に miR-1246 mimic、mimic control、inhibitor、inhibitor controlをトランスフ
ェクションし、24時間、48時間、72時間培養した。各 wellに MTSを 20 µL加え、1
時間インキュベート後に 490 nm の吸光度を測定した。データは独立した 4 回の解析
が行われた。 
 
4.10 統計学的分析 
 統計学的解析は JMP 14.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA)を用いた。独立した 2
群間の比較はスチューデントの t 検定で解析した。p<0.05 を統計学的に有意とした。 
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5.結果 
5.1 オルガノイドの作製とエクソソーム内 miRNA の抽出 
 はじめに、内視鏡的切除や外科切除を施行された標本より組織片を採取し、腺腫由
来オルガノイド 8例、癌由来オルガノイドを 6例作製した。内訳と患者のプロファイ
ルを表 1 に示す。作製したオルガノイドから観察用切片を作成し、H-E 染色を行い摘
出された同一患者の標本と比較した（図 1）。オルガノイドは腸管上皮様の構造物を有
し、元来の臓器を模倣することが確認された。次に、オルガノイド培養上清から超遠
心法によるエクソソーム分画の抽出を行った（図 2A）。抽出されたエクソソーム分画
では透過型電子顕微鏡で 100nm 前後の小胞が観察された（図 2B）。ナノ粒子解析シス
テムでエクソソーム分画中の微粒子は 100nm 前後に最頻値を認めた（図 2C）。ウエス
タンブロットではエクソソーム膜蛋白質である CD9、CD63が陽性であった一方、培養
液のみの場合は CD9、CD63 共に陰性だった（図 2D）。 
 
5.2 癌-腺腫群間における miRNA の網羅的発現解析 
オルガノイドおよび培養上清中のエクソソーム分画からそれぞれ Total RNAを抽出
した。得られた RNAは電気泳動による品質検定を行い、特にエクソソーム内 miRNAは
リボソーム RNAの混入がないことを確認した（図 3A、B）。腺腫 3検体及び癌 3検体か
ら抽出した細胞内 miRNA およびエクソソーム内 miRNAに関して、網羅的発現解析を行
った（図 3C）。まず、細胞内に関しては、癌群で 348 個、腺腫群で 344 個の miRNA が
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確認された（図 4A）。共通して発現がみられる 319 個の miRNA に関して発現差を比較
したところ、腺腫を基準として癌群で 4個の miRNA の発現が亢進しており、10個が減
少していた（図 4B、表 2）。次に、エクソソームに関しては、癌群で 193 個、腺腫群
で 129個の miRNA が確認された（図 4C）。共通して発現を認めた 122個の miRNAに関
して発現差を比較したところ、癌群で 3個の miRNA の発現が亢進しており、12個が減
少していた（図 4D、表 2）。癌群において細胞内及びエクソソームで共通して発現が
亢進した miRNAは miR-1246、miR-7107-5pの 2つであった。一方共通して発現が減少
した miRNAは認めなかった。 
 
5.3 エクソソーム miR-1246 は癌において有意に発現が亢進する 
エクソソーム内 miRNA の発現変動を確認するために、癌で特に発現が亢進していた
miR-1246、miR-8485、miR-7107-5p、及び発現が減少していた miR-5100、miR-4286、
miR-1273g-3p に関して検体数を追加し癌 6、腺腫 8 の計 14 サンプルでリアルタイム
PCR による validation を行った（図 5）。miR-1246 が癌群において有意に発現が亢進
していることを確認した(p=0.0496)。miR-8485は有意差がないが癌群で発現が亢進す
る傾向にあった(p=0.189)。また、miR-5100 は癌群で減少する傾向があったが有意差
は得られなかった(p=0.091)。miR-7107-5p、miR-4286、miR-1273g-3pに関しては分散
し一定の傾向を示さなかった。以上の結果から、エクソソーム内 miRNAにおいて miR-
1246は癌群で発現が亢進していることを確認した。 
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5.4 miR-1246 は大腸細胞株に対して細胞増殖能を調整する 
miR-1246 の発現亢進の細胞増殖における役割を解明するため、機能解析を施行し
た。オルガノイドへの遺伝子導入が困難だったため、ヒト大腸癌細胞株 SW480、HCT116、 
HT-29、LoVoを用いて検討した。まず、大腸癌細胞株における miR-1246の相対発現量
をリアルタイム PCR により測定した（図 6A）。そのうち最も高発現を示した SW480 細
胞及び低発現を示した HT-29 細胞について miR-1246 強制発現系及び抑制系を作製し
た。48 時間後の miR-1246 の発現量をリアルタイム PCR で測定したところ、SW480 細
胞に関してはコントロール群と比較して強制発現系は亢進していたものの、抑制系で
は減少は見られなかった（図 6B、C）。一方 HT29 細胞に関しては強制発現系で亢進、
抑制系で減少が確認された（図 6D、E）。次に miR-1246 強制発現系及び抑制系におけ
る細胞増殖能の評価を MTS assay を用いて評価した。SW480細胞においては 3日後に
強制発現系で有意に細胞増殖能が亢進した(p=0.002)一方、抑制系では有意差を認め
なかった(p=0.642)（図 7A、B）。また、HT-29 細胞においては強制発現系で細胞増殖
能が有意に亢進し(p=0.019)、抑制系で有意に減少した(p=0.005)（図 7C、D）。以上の
結果から、miR-1246は大腸癌細胞株で細胞増殖能に関与することが示唆された。 
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6.考察 
本研究での主たる知見は次の通りである。①手術標本より患者由来オルガノイドを
作成し、培養上清よりエクソソームを抽出し得たこと、②癌-腺腫群間で細胞内 miRNA
及びエクソソーム内 miRNA は異なる発現プロファイルを示したこと、③癌においてエ
クソソーム内 miR-1246 の発現が亢進していること、④miR-1246 は大腸癌細胞株にお
いて細胞増殖に関与することである。 
本研究では大腸腫瘍の三次元オルガノイドを作成し、超遠心法によるエクソソーム
の抽出を行った。分離したエクソソームを透過型電子顕微鏡、ナノ粒子解析装置、ウ
エスタンブロットで確認した。細胞培養上清におけるエクソソーム分離の既存の報告
はすべて①均質化された細胞集団である cell lineや②初代培養細胞を用いたものに
限られており、分化構造を呈するオルガノイドからエクソソームを安定分離すること
に成功したのは本研究が初である。cell line は樹立の過程で由来した組織における
性質を喪失している可能性があり、初代培養細胞は時に増殖が困難、かつ永代的な培
養ができないことがデメリットとして挙げられる。オルガノイドを利用することで、
より生体内に近い状況でのエクソソームの評価を継続的に行うことが可能となる。
cell line の検討ではあるが、cell line を三次元培養しスフェロイドを作製した条
件下で抽出されたエクソソームは従来の二次元培養と比較して内包するエクソソー
ム蛋白の種類が異なったことが報告されており 17)、培養条件自体が分泌されるエクソ
ソームのプロファイルに影響すると考えられる。ECM を用いた三次元オルガノイド培
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養は生体内の微小構造を模倣しているため、より in vivoの状態に近いエクソソーム
の評価を可能にする。また、オルガノイド樹立に成功している他の臓器でも今回と同
様の手法を用いることでエクソソームの評価を行うことが可能となると想定される。 
今回の研究で、大腸癌群と腺腫群で細胞内 miRNA 及びエクソソーム内 miRNA を比較
し両群間の発現プロファイルが異なることが示された。細胞内では大腸癌群で miR-
1246を含めた 4個の miRNA の発現が亢進しており、miR-320 family、miR-200 family
を含めた 12 個の miRNA の発現が減少していた。miR-1246 は過去にも正常組織と比較
して大腸癌組織で亢進していたという報告 18)があり、p53を介したアポトーシスの調
整に関与すると考えられている 19)。我々は過去に腺腫と比較して大腸癌で miR-320 
family の発現が減少することを報告しており 20)、今回オルガノイドを用いた検討で
も同様の傾向を示した。miR-200 family も正常組織と比較して大腸癌で発現が減少
することが報告されており 21)、Notch経路を介して大腸癌の進展を抑制することが想
定されている 22)。特記すべき点として、過去の報告は基本的に固定標本や生検組織か
ら抽出された miRNAを評価しており、本研究のようにオルガノイドの細胞内 miRNAを
比較した検討は非常に少ないことが挙げられる。今回、オルガノイドの細胞内 miRNA
は過去の報告と同様の傾向を示しており、樹立前の miRNAプロファイルを反映してい
ると考えられる。実際に、マウスを用いた検討では腸管上皮オルガノイドが樹立前の
正常上皮と類似した miRNA プロファイルを持つことが示されており 23)、ヒトのオルガ
ノイドにおいても同様と考えられるが、今後更なる検討を要する。 
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次に、エクソソーム内 miRNA において大腸癌群では miR-1246 を含む 3 個の miRNA
が発現亢進しており、12 個の miRNA が発現減少していた。miR-1246 はこれまであま
り詳細な検討が行われていなかったが、エクソソーム内 miRNAの研究が進むにつれて
報告が増えており、いわゆる分泌型の miRNAである可能性が考えられる。エクソソー
ム内 miR-1246に関しては、大腸癌周囲のマクロファージに作用し、TGF (transforming 
growth factor)-βの発現を亢進し癌促進的に働くこと 24)、膵臓癌から分泌された
miR-1246 が癌周囲の星細胞の増殖能を上げること 25)が報告されており、癌の微小環
境形成を担っている可能性がある。また他にも、扁平上皮癌では、miR-1246 が癌抑制
遺伝子である DENND2Dを制御し癌の増殖能に関与する報告もある 26)。膵臓癌において
は既にオルガノイドと腫瘍関連線維芽細胞との共培養が報告されており 27)、今後大腸
癌においても同様の手法を用いることで癌と周辺組織の相互作用を解明する端緒と
なることが期待される。一方で、miR-1246以外の発現変動を認めた miRNA に関しては
まだ報告に乏しく意義は不明だが、今後同様の解析手法が進めば機能解析が進む可能
性があり、報告が待たれる。 
さらに、大腸癌細胞株 HT-29 において miR-1246 は細胞増殖能を調整することが確
認された。miR-1246 は前述の如く分泌型であるエクソソーム内 miRNA の報告が多く、
細胞内 miRNAを論じた報告ではあまり検討されていなかった。興味深いことに、今回
の研究では細胞内 miRNA、エクソソーム内 miRNAともに miR-1246が亢進しており、大
腸癌細胞株に miR-1246 を遺伝子導入し細胞増殖能が亢進したことから、miR-1246 は
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細胞内で細胞増殖を促進する一方、細胞外へもエクソソームとして分泌されることで
周辺組織に対し癌支持的な役割を果たすことが想定された。 
miRNA の臨床応用として大腸癌の早期診断に血清中エクソソーム内 miRNA を利用す
るリキッドバイオプシーが試みられている。日本では大腸癌のスクリーニングとして
便潜血法と大腸内視鏡を組み合わせた大腸癌検診が行われているが、便潜血法の陽性
的中率の低さ、二次検診受診率の低さが問題となっている。また大腸内視鏡はコスト
がかかり、受診者の身体的負担も大きいことから、いかに便潜血法以外の方法で大腸
癌のハイリスク群を絞り込めるかが課題とされている。腫瘍組織由来のエクソソーム
は体液を循環し、血清中でも内部に miRNAを安定した状態で保つため、この miRNAが
非侵襲的な大腸癌診断のバイオマーカーとして注目を浴びている。大腸癌患者群と健
常者群の血清エクソソーム内 miRNA を比較した結果、miR-1246 は大腸癌患者群でも
亢進が認められたとする報告があることから 28)、リキッドバイオプシーのターゲット
の候補として有望かもしれない。一方でこの報告では腫瘍から放出されたエクソソー
ムとして cell lineの細胞培養上清で代用している。患者由来のオルガノイドを作製
することで、同一患者由来の血清、培養上清のエクソソーム内 miRNAを比較検討する
ことが可能になり、より的確な癌特異的エクソソーム内 miRNAの検索に有用であると
考えられる。 
 本研究には何点かの限界がある。まず、オルガノイドは幹細胞から分化したヘテロ
な細胞集団から構成されているため、エクソソーム miR-1246 がどの分化段階の細胞
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由来なのかが不明な点である。腫瘍幹細胞からのエクソソームを評価するには未分化
の状態で長期培養する必要がある。現行のオルガノイド培養法では経時的に次々と分
化するため、幹細胞そのもののエクソソームを検出する実験モデルとしては不十分で
ある。次に、樹立した大腸腫瘍細胞株数が限られている点である。本研究では遠隔転
移を有する大腸癌のオルガノイドが含まれていない。当初は大腸癌オルガノイドを進
行度や遠隔転移の有無ごとに複数樹立し、それぞれの細胞内、エクソソーム内 miRNA
の変化を検討する予定であったが、技術的な制約から十分な予定のサンプル数が得ら
れなかった。今後症例を蓄積することで、本研究では捉えられなかった miRNA の変動
が確認できる可能性がある。 
 次に、我々は今回初めてオルガノイド由来のエクソソーム分離に成功したが、従来
の分離法と比較してエクソソームを放出する細胞数が少なく、量的にもエクソソーム
を確保できなかった点にある。今後オルガノイド由来のエクソソームの機能解析にあ
たっては miRNAの他にも蛋白などがターゲットになりうるが、評価にはより多くの蛋
白量を必要とし、培養技術や高コストが制約になる。より簡便かつ低コストに培養が
可能となれば、培養細胞数を増やすことでより詳細な検討が可能になると考える。 
さらに、本研究では miR-1246 が大腸癌細胞株の細胞増殖に関与することを明らか
としたものの、その詳細なメカニズムについては未検証である。2 種の大腸癌細胞株
である、SW480 及び HT-29 を使用して検討を行い、miR-1246強制発現系では双方とも
細胞増殖能の上昇が確認できた一方で、miR-1246 抑制系では HT-29 では細胞増殖能
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が低下したものの、SW480 では有意差を認めなかった。その理由として SW480 は元々
miR-1246 高発現を示しており inhibitor で十分に抑制できなかったことが挙げられ
る。今後、他の大腸癌細胞株でも実験を追加することでより詳細な検討につながる可
能性がある。今回は大腸癌細胞株を用いてリポフェクション法による miRNA 導入を行
ったが、より詳細な検討としてはオルガノイドにエクソソームを投与して遺伝子発現
の変動を確認するといった手法が挙げられる。オルガノイドに対して遺伝子導入を行
う手法は既に確立されているが、技術的制約から今回は行えず、大腸癌細胞株を用い
た実験系による評価を行った。また、オルガノイドにエクソソームを投与可能なこと
も既に報告されているが、エクソソームには多数の miRNAが含まれており、今回は特
定の miRNAに絞った検討を行ったため、リポフェクション法による評価を行った。現
状ではエクソソーム内 miRNA の機能解析は今回同様の手法が取られているため妥当
であると考えるが、現在エクソソームを利用した Drug Delivery System の開発が進
められており、特定の miRNA のみを内含したエクソソームが開発されればより精細な
評価を行える可能性がある。エクソソームは細胞外に分泌されるため、腫瘍細胞間の
情報伝達だけではなく、癌周囲の線維芽細胞や血管内皮細胞、免疫担当細胞にも何ら
かの影響をきたす可能性がある。エクソソーム miR-1246 が癌周囲のニッチをどのよ
うに制御しているかを検証することで、癌の進展メカニズムのみならず、miRNA をタ
ーゲットとした治療開発につながることが期待される。 
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7.結論 
 三次元オルガノイド培養システムを用いて大腸癌オルガノイドのエクソソームを
分離した。細胞内 miRNA 及びエクソソーム内 miRNA は大腸腺腫/癌間で異なるプロフ
ァイルを示した。大腸癌は腺腫に比較しエクソソーム内 miR-1246 の発現が亢進して
おり、miR-1246は大腸癌の増殖に関わる因子であることが示唆された。 
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10.図の説明 
図 1.オルガノイドの樹立 
サンプリング対象の大腸腺腫並びに大腸癌に関して、樹立したオルガノイド光顕像・
H-E染色像並びに樹立前の内視鏡像・病理標本 H-E染色像を示した。 
 
スケールバーは 100µmを示す。 
 
図 2.オルガノイドからのエクソソームの分離 
A エクソソーム抽出の概要。オルガノイド培養上清は予め遠心及びフィルター処理で
細胞片を取り除いた後、二度の超遠心によりエクソソームを分離した。 
B 透過型電子顕微鏡によるエクソソームの観察。約 100nmの類円形の小胞が確認でき
る。スケールバーは 100nmを表す。 
C ナノ粒子解析システムによる粒子量の測定。約 100nmに最頻値を認めた。 
D ウエスタンブロット。エクソソーム分画は CD9、CD63陽性を示した。 
 
図 3.RNA 抽出と miRNA マイクロアレイ 
A、B バイオアナライザーによる電気泳動の結果。エクソソームから抽出した RNA は
細胞と比較してリボソーム RNAを含まない。 
C 癌特異的 miRNAの抽出に関するストラテジー。 
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図 4.miRNA マイクロアレイの結果 
A 細胞内で確認された miRNA。癌群で 348個、腺腫群で 344個の miRNAが確認され 319
個の miRNAが共通して発現していた。 
B Fold Changeの一覧。腺腫を基準として癌群で 4個の miRNAの発現が亢進しており、
10個が減少していた。 
C エクソソーム内で確認された miRNA。癌群で 193 個、腺腫群で 129個の miRNAが確
認され 122個の miRNAが共通していた。 
D Fold Changeの一覧。腺腫を基準として癌群で 3個の miRNAの発現が亢進しており、
12個が減少していた。 
 
 
図 5.リアルタイム PCR によるバリデーション 
 マイクロアレイで癌での発現が亢進していた miR-1246、miR-8485、miR-7107-5p及
び減少していた miR-5100、miR-1273g-3p、miR-4286 に関してリアルタイム PCR でバ
リデーションを行った。a-EV：腺腫オルガノイドから抽出したエクソソーム、c-EV:癌
オルガノイドから抽出したエクソソーム。*は p<0.05 を表す。 
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図 6.miR-1246 の発現解析 
A 各大腸癌細胞株より Total RNA を抽出し miR-1246 の発現量の比較をリアルタイム
PCRで評価した。HT-29を 1とした場合の相対発現量を示す。 
B-E 大腸癌細胞株 SW480 細胞及び HT-29 細胞に miR-1246 mimicと inhibitor、及び
それぞれのコントロールをトランスフェクションし、48 時間後に Total RNA を抽出
した上で miR-1246の発現量を測定した。**は p<0.01 を表す。 
 
図 7.miR-1246 強制発現系及び抑制系における細胞生存率の評価 
大腸癌細胞株に miR-1246 mimic及び inhibitor をトランスフェクションし、3日後
まで 1日毎に MTS assay により細胞増殖率を測定した。 
A、B SW480細胞における miR-1246強制発現系及び抑制系の評価。強制発現系では細
胞増殖能が亢進したが、抑制系では有意差を認めなかった。 
C、D HT-29細胞における miR-1246強制発現系及び抑制系の評価。強制発現系では細
胞増殖能が亢進し、抑制系では細胞増殖能が減少した。 
*は p<0.05を、**は p<0.01 を表す。 
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11.表の説明 
表 1. オルガノイドを作成した患者背景の一覧。 
病期は Vienna15)分類に従って定義した。 
C: 盲腸、A: 上行結腸、T: 横行結腸、D: 下行結腸、S: S状結腸、R: 直腸 
 
表 2. 網羅的発現解析を行いエクソソーム内及び細胞内で発現変動がみられた miRNA
の一覧。 
log2|FC|>1を発現変動ありと定義した。 
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表 1 
 腺腫/癌 年齢 性別 切除方法 部位 病期 
1 癌 81 F 内視鏡 C I 
2 癌 91 F 内視鏡 R I 
3 腺腫 62 F 内視鏡 R N/A 
4 腺腫 67 M 内視鏡 T N/A 
5 癌 76 M 手術 T IIIa 
6 癌 58 M 内視鏡 A I 
7 腺腫 63 M 内視鏡 S N/A 
8 腺腫 61 M 内視鏡 R N/A 
9 癌 64 M 内視鏡 R I 
10 腺腫 58 M 内視鏡 T N/A 
11 腺腫 78 M 手術 A N/A 
12 癌 71 M 手術 T II 
13 腺腫 71 F 内視鏡 A N/A 
14 腺腫 75 M 内視鏡 D N/A 
   F: 女性、M: 男性。 
C: 盲腸、A: 上行結腸、T: 横行結腸、D: 下行結腸、S: S状結腸、R: 直腸。 
病期は Vienna15)分類に従った。 
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表 2 
 
 
 
エクソソーム内 miRNA 
癌/腺腫   腺腫/癌 
Systematic name log2 FC p value  Systematic name log2 FC p value 
hsa-miR-1246 2.48 0.13 
 
hsa-miR-5100 3.35 0.11 
hsa-miR-8485 1.27 0.08 
 
hsa-miR-4286 3.06 0.04 
hsa-miR-7107-5p 1.09 0.53 
 
hsa-miR-1273g-3p 2.89 0.2 
    
hsa-miR-6089 2.53 0.34 
    
hsa-miR-7975 2.31 0.02 
  
 
 
hsa-miR-1260b 2.29 0.02 
    
hsa-miR-4459 2.2 0.43 
    
hsa-miR-8069 2.01 0.3 
    
hsa-miR-6749-5p 1.99 0.17 
    
hsa-miR-1260a 1.98 0.11 
    
hsa-miR-5739 1.98 0.22 
        hsa-miR-7977 1.91 0.07 
  
    
   
細胞内 miRNA 
癌/腺腫   腺腫/癌 
Systematic name log2 FC p value  Systematic name log2 FC p value 
hsa-miR-1246 1.49 0.21 
 
hsa-miR-210-3p 2.42 0.12 
hsa-miR-4459 1.23 0.38 
 
hsa-miR-23b-3p 1.37 0.23 
hsa-miR-4741 1.18 0.54 
 
hsa-miR-27-3p 1.36 0.18 
hsa-miR-7107-5p 1.13 0.56 
 
hsa-miR-320d 1.36 0.34 
    
hsa-miR-320b 1.35 0.28 
    
hsa-miR-320e 1.25 0.33 
    
hsa-miR-320a 1.13 0.25 
    
hsa-miR-192-3p 1.1 0.27 
    
hsa-miR-200b-3p 1.05 0.17 
        hsa-miR-200a-3p 1.04 0.22 
